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1. 緒言 

 

1-1. 真核生物におけるタンパク質合成 

 
リボソームは多数のタンパク質サブユニットと RNA種からなる巨大な複合体であり、全
生物に必須なタンパク合成装置としての機能を持つ。生体内におけるタンパク質合成（"翻
訳"）は、開始、伸長、終結、リボソーム再生の 4つの過程から成り（図 1）、それぞれの
過程において翻訳開始因子、伸長因子、解離因子、及びリサイクル因子がリボソームと共

に機能している。真核生物とバクテリアの翻訳の素過程を比較すると、開始、終結、リボ

ソーム再生機構は、関与する因子や一連の分子機序において異なる点が多い。一方で、翻

訳伸長過程では主要な伸長因子の相同性が高く、基本的なメカニズムが非常に類似してい

る。 
しかし、真核生物での翻訳伸長過程では、遺伝子発現の正確性や多様性を獲得するため、

より積極的で複雑な制御機構が存在することが示唆されている。 
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1-1-2. 真核生物における翻訳伸長過程 
 
翻訳伸長過程は、大きく分けて、①デコーディング	
 ②ペプチド転移反応	
 ③トランスロ

ケーション	
 の 3つのステップからなる。デコーディングとトラスロケーションは、翻訳
伸長因子によって促進される。真核生物およびバクテリアの翻訳伸長過程に必須な伸長因

子を表 1に示した。 
 
① デコーディング（遺伝暗号解読） 
真核生物の伸長因子 1（eukaryotic elongation factor 1 : eEF1）は eEF1Aと eEF1Bから
なる。eEF1Aはバクテリアの伸長因子 EF-Tuのホモログであり、リボソームの Aサイト
へアミノアシル tRNAを運ぶ役割を持つ。eEF1Aも EF-Tuと同様に GTP結合能および
加水分解能をもつ因子であるため、eEF1A/tRNA/GTPの三者複合体（ternary complex : 
TC）として機能し、リボソーム上で自らが結合するアミノアシル tRNAのアンチコドン
と mRNA上のコドンが正しく対合すると GTPの加水分解反応が促進され、アミノアシル
tRNAをリボソーム上に残し自らは GDPを結合した形で遊離する eEF1Bは eEF1Aのグ
アニンヌクレオチド交換因子であり、酵母の eEF1Bは eEF1Bαおよび eEF1Bγから成
る。eEF1Bαはヌクレオチド交換に必要な触媒活性を保持するドメインであり、バクテリ
アの EF-Tuのヌクレオチド交換因子である EF-Tsに相当する。eEF1Bの作用により
eEF1A上に結合した GDPが解離し、再度 GTP結合方の三者複合体が再生される。 
 
② ペプチド転移反応 
リボソームの Aサイトでのアミノアシル tRNAのアクセプターステムのアミノアシル
CCA末端側が、Pサイトのペプチジル tRNA末端側に peptidyl transferase center
（PTC）部位で配向する（アコモデーション）とすぐに、この部位の触媒活性により Aサ
イトのアミノアシル tRNAのアミノ末端に Pサイトのペプチジル tRNAのペプチドのカル
ボキシル末端が転移するペプチド転移反応が起こる。PTCは全ての生物種で高く保存され
た rRNA配列および立体構造を持つ触媒部位であり、ペプチド転移反応は、A,Pサイトの
tRNAの CCA末端と 23S rRNAの相互作用によって促進される。 
 
③ トランスロケーション（転座） 
ペプチド転移反応の後、tRNAのアンチコドンループが P、Aサイトに留まり tRNAのア
クセプターステムのみが E、Pサイトに配位する状態（hybrid state）となる。この状態
からコドンの対合を保ちつつアンチコドンループ側も E、Pサイトに移行する状態
（classical state）、すなわち次のコドンが Aサイトに提示され、対応するアミノアシル
tRNAを受容できる元の状態に移行するためには、トランスロケーション（転座）反応が
必要である。真核生物のトランスロケーションは eEF2によって促進される。GTP型の
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eEF2のリボソームへは、hybrid stateのリボソームに親和性が高くこの状態を安定化さ
せるが（pre-translocation状態）、同時にこの結合により GTPの加水分解が誘引され
GDP型への変換が起きることで、A,Pサイトの tRNAアクセプターステムがコドン対合
を維持したまま P,Eサイトへと移動しつつリボソーム（pre-translocation状態）の大小サ
ブユニット間が回転し、classical stateとなる（post-translocation状態）。最終的に、
GDP結合型の eEF2はリボソームから解離し、Eサイトのデアシル tRNAがリボソーム
から外れる。 
 
このような一連の機構を繰り返すことで、翻訳伸長が進み新生鎖が合成されていく。	
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1-2. 真核生物における翻訳伸長速度の制御 

 
翻訳伸長の速度は一定ではなく、翻訳反応の速度が調節されることで減速や停止を繰り返

す。翻訳の速度は、mRNAの二次構造やコドンに対応する tRNAの種類や量によっても
影響を受ける。近年では新生ペプチド鎖と、PTCで合成された新生ペプチド鎖の外界への
通り道であるリボソームトンネルとの相互作用が翻訳伸長速度の制御に関与することがわ

かってきた。さらに、リボソーマルタンパク質のユビキチン化によって翻訳速度が mRNA
の配列特異的に制御される例も報告されている。以下に、リボソームに結合する翻訳制御

因子やシャペロン（Cpn）の働きにより翻訳速度が制御される例について述べる。 
 
1-2-1. リボソーム結合シャペロンによる翻訳速度の制御機構 
 
a) Ssb/RAC 
真核細胞特異的なリボソーム結合シャペロンである Ssb（Stress-Seventy subfamily B）
は Hsp70（heat shock protein 70）ファミリーに属する。Ssbはコシャペロンの RAC
（ribosome associated complex）共存下でのみ ATP加水分解活性を示す(Huang et al., 
2005)。Ssbは新生鎖の合成中（co-translcational）に相互作用することで、フォールディ
ングの難しいペプチドの凝集を防ぐと考えられている(Willmund et al., 2013)。このよう
なシャペロンとしての働きの他に、Ssbはリジン残基が 12個以上連続する新生ペプチド
鎖配列の合成中に引き起こされる翻訳停止を解消することが示唆されている(Chiabudini 
et al., 2012)。 
真核生物において、終止コドンがアミノ酸に対応するコドンに変異した場合などや、

mRNAの ORFの途中に誤って 3’末端ポリ(A)鎖（polyA）が付加された場合などに開始コ
ドン下流の読み枠上に終止コドンをもたない異常な mRNA（以後、nonstop mRNA）が産
生される。nonstop mRNAが翻訳されると通常では翻訳されることのない ORF下流の
polyAまで翻訳が進み、C末端側に polyリジン鎖が合成される。その結果、負に帯電した
リボソームトンネル内壁と正に帯電した polyリジン鎖との電気的相互作用により、翻訳停
止が引き起こされると考えられている(Lu et al., 2008)。翻訳停止が引き起こされると
mRNAの品質管理機構の一つである NSD（non-stop mRNA Decay system）により、新
生鎖はプロテーゼにより分解をうけ、NSD mRNAは Ski7依存的に分解される(Atkinson 
et al., 2008)。Ski7が mRNAの 3’末端に停滞したリボソームにエキソソーム
（Exosome）をリクルートすることにより、3’-5’方向の mRNA分解が促進されるモデル
が提唱されている。 
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このような背景から Ssbは NSDにおいて、poly(A)領域における翻訳停止を解消すること
により mRNAのより 3’末端側にリボソームを移動させ、さらに Ski7およびエキソソーム
をリボソームにリクルートすることにより 3’-5’方向の mRNA分解効率を促進する可能性
が示唆される。 
 
b) NAC 
NAC（Nascent polypeptide Associated Complex）はαNACとβNACの二つのサブユニッ
トから構成されるヘテロ二量体のシャペロンタンパク質である。NACはリボソーム及び
新生ペプチド鎖双方と結合して機能を示すといわれ、翻訳の活性化やタンパク質恒常性に

関わると考えられている(Kirstein-Miles et al., 2013)。 
生体内での膜蛋白質の輸送は、SRP（Signal recognition particle）と SR（SRP 
receptor）によって担われている。輸送の対象となるタンパク質の N末端にはシグナルペ
プチドと呼ばれるシグナル配列が存在する。SRPはこのシグナル配列を認識し、SRを介
して膜まで誘導することがわかっている。従来、輸送の対象となるタンパク質の翻訳が進

み、シグナル配列がリボソームトンネルの外に露出した時に初めて、SRPがシグナル配列
を認識してリボソームに結合できると考えられてきた。しかし、近年シグナル配列の一つ

である、singnal anchor（SA）と呼ばれる非常に疎水性に富んだ配列を持つ場合、SAが
トンネル内にある時でも SRPがリボソームに結合できることが明らかとなった。さら
に、この SRPの結合は NAC依存的な現象であることが明らかとなった(Zhang et al., 
2013)。 
このような背景から、NACが膜蛋白質の翻訳速度を調節しつつ、さらに SRPをリボソー
ムへリクルートする役割を持つことが示唆されている。 
 
このように、翻訳伸長速度の制御が生体内での RNAおよびタンパク質の品質管理機構
や、タンパク質輸送システムに関与することが示唆されており、翻訳伸長速度の制御と高

次生命現象は共役していることが示唆されている（図 2）。 
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1-2-2. Non-canonicalな翻訳伸長制御因子による制御機構 
 
真核生物では、２つの canonicalな翻訳伸長因子の eEF1Aと eEF2によって、翻訳の伸長
過程が進んでいる。一方で、真核細胞に特異的に存在する Stm1,eEF3,eIF5Aなどの翻訳
制御因子は、翻訳伸長の毎サイクルに必須ではないが、配列および環境特異的な翻訳伸長

の制御に関与することが明らかとなっている。そのため、non-canonicalな翻訳伸長因子
であると言える（図 2）。これらの non-canonicalな翻訳伸長因子は、いずれも新生ペプ
チド鎖を介さずに翻訳伸長速度を制御する点でユニークである。本研究では、non-
canonicalな翻訳伸長因子の一つである Stm1に注目した。以下に eIF5Aおよび eEF3に
ついて、先行研究で得られている知見の概要を述べる。 
 
a) eIF5A 

 eIF5Aは真核生物や古細菌に広く保存された生育に必須なタンパク質であり(Schnier et 
al., 1991, Chen et al., 1997)、バクテリアEF-Pのホモログである。さらに、eIF5Aは生体
内でハイプシン修飾部位をもつ唯一のタンパク質であることが知られている。ハイプシン

修飾は、eIF5Aの特定のリジン残基（出芽酵母ではK51）が2段階の翻訳後修飾を受けるこ
とで形成される(Park et al., 2010)。ハイプシン修飾型eIF5Aは細胞増殖に必須であり、ハ
イプシン修飾はeIF5Aのリボソーム結合能を向上させることが知られているが(Jao et al., 
2006; Zanelli et al., 2006; Rossi et al., 2016)、その生理的な役割は未だ解明されていな
い。 

eIF5Aは EF-Pと同様に、連続した連続プロリン配列による翻訳停止の解消に必須である
ことが明らかとなった(Gutierrez et al., 2013)。その後、eIF5A依存的に翻訳が促進される

配列が連続プロリン配列の他にも見出され(Schuller et al., 2017; Alepuz et al., 2017)、
eIF5Aが翻訳終結におけるペプチド解離反応も促進することが報告されている(Saini et al., 
2009; Schuller et al., 2017)。X線結晶構造解析および CryoEM構造解析によって、
eIF5Aはリボソームの E-siteに結合し、ペプチジル tRNAの CCA末端を安定化すると示
唆されている(Schmidt et al., 2015; Melnikov et al., 2016)。そのようにして eIF5Aはリボ
ソームのペプチジルトランスフェラーゼ活性中心における遅いペプチド転移反応を促進

し、翻訳において幅広く伸長および終結過程ではたらく因子であると考えられている

(Schuller et al., 2017; Alepuz et al., 2017)。 
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b) eEF3 
eEF3は真菌特異的な翻訳制御因子で、polyウリジル酸依存 polyフェニルアラニン合成

（poly(U)poly(phe)合成）に必須な第 3の翻訳伸長因子として見いだされた(Skogerson et 
al., 1976)。その後 eEF3 は、tRNAが E-site を占めている場合のみ、eEF1A依存的な
aminoacyl-tRNAの A-site 結合に必要な因子であることが明らかにされた(Triana-Alonso 
et al., 1995)。 
さらにクライオ電子顕微鏡法による構造解析から、eEF3は 60Sサブユニットの E-site側
に結合し L1 stalkの開閉を制御することが示唆され(Andersen et al., 2006)、この役割に
よって E-site tRNAの放出が促進され、A-siteへの aa-tRNAの結合が可能になることが
説明できると考えられている。	
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1-3. Stm1 
 
Stm1（Suppressor of TOM1）は真核細胞で広く保存された、およそ 30kDaの蛋白質で
ある。さらに、リボソーム結合能を有することが明らかとなっている(Takaku et al., 
2001)。先行研究において、細胞周期制御、mRNA分解、栄養飢餓応答など、様々な生命
現象に関与することが報告されてきた。下記に Stm1の知見の詳細を述べる。 
 
 
1-3-1. Stm1の同定 
 
酵母 Stm1は、元々tom1（trigger of mitosis）欠損株の温度感受性サプレッサーとして同
定された因子である(Utsugi et al.,1995)。Tom1は細胞周期に関わる因子と考えられてお
り、Tom1温度感受性変異体株では、細胞周期の G2/M期でセルサイクルが停止すること
で生育欠損を示すことが報告されている(Utsugi et al.,1995)。さらに、核からの mRNA
の輸送に関与することも知られている(Utsugi et al.,1995)。先行研究において、Stm1は
Tom1制御の下流で機能し、細胞周期制御に関与することが示唆されていた。ごく最近に
なって、Tom1は Ribosome-bound Quality Control complex（QRC complex）の構成因
子であることも報告されている(Defenouillere et al. 2017)。 
 
	
 

 
1-3-2. mRNA分解機構における Stm1  
 
これまでに遺伝学的な解析から、Stm1が mRNA分解反応や 5’末端キャップ構造の切断反
応（デキャッピング）に関与することが示唆されている(Balagopal et al., 2009)。 
真核生物における mRNAの分解経路の概略図を図 3に示した。さらに主要な因子を、表
2に示した。真核生物の主要な mRNA分解において、poly(A)の翻訳反応依存的な短縮化
過程（デアデニレーション反応）が第一段階であり、律速段階となる。デアデニレーショ

ン過程では、まず mRNAデアデニレースの Pan2-Pan3複合体によって poly(A)が 110nt
ほどまで分解され、続いて Ccr4-Pop2-Not複合体によって残りの poly(A)が素早く分解さ
れる。 
poly(A)が除去された後、Dcp1/2によりデキャッピング反応が触媒される。遺伝学的およ
び生化学的解析から、デキャッピング活性化因子が複数単離されており、間接的に促進作

用を示す RNA結合蛋白質複合体 Lsm1-7-Pat1や RNAヘリカーゼ Dhh1、Dcp1-Dcp2を
直接活性化する RNA結合蛋白質 Edc1,2などが存在する。この中でも、Pat1、Dhh1はデ
アデニレーション後のデキャッピングに必須な因子であることが分かっている。 
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デキャッピング後は、5’→3’方向への mRNA分解が進行する。この反応は、5’→3’エキソ
ヌクレアーゼの XrnIによって担われている。また、3’→5’経路も補助的な分解経路として
存在する。この経路は、エキソソーム-Ski複合体によって制御されている。 
このような mRNAのデキャッピングや分解に関わる因子は、P body（processing body）
と呼ばれる細胞質顆粒で局在しており、P bodyが mRNAの分解の場になっている。 
 
Stm1は Dhh1存在下での pat1Δ株の温度感受性を相補し、Dhh1の P bodyへの蓄積を促
進するなどの先行研究から、Dhh1の機能を促進する因子ではないかと考えられてきた。
さらに、Stm1によって pop2Δが部分的に相補されることも明らかになっている。 
先行研究において、Stm1がリボソームに結合することで形成される stalled translation 
complexを Dhh1がターゲットとし、mRNAの分解が促進されるのではないかと考えられ
ている。つまり、リボソームへの Stm1の結合が mRNA分解機構の引き金になることが
示唆されている。このような仮説は、Dhh1はリボソームが stallしている mRNAのみを
ターゲットとするという先行研究での知見とも一致する(Coller et al., 2005)。 
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1-3-3. 翻訳における Stm1 
 
Stm1はリボソーム結合能を有し(Inada et al., 2002; Van Dyke et al., 2004; Van Dyke et 
al., 2006; Van Dyke et al., 2009; Correia et al., 2004; Takaku et al., 2001)、翻訳の制御
に関わることが示唆されている。 
 
 
1-3-3-1. Stm１と eEF3の関係 
 
先行研究において、Stm1欠損株では eEF3の発現量の増加に加え、80Sに結合する eEF3
が増加することが示唆されている。一方で、Stm1大量発現株において、80Sに結合する
eEF3が減少することも示されている(Van Dyke et al., 2009)。このような発現レベルの相関
性から、Stm1と eEF3は機能的に相補関係にあることが示唆されている。 
 
 
1-3-3-2. Stm1による翻訳抑制 
 
酵母抽出液を用いた in vitro翻訳系を用いて Stm1の解析が行われ、Stm1濃度依存的な
翻訳抑制が示された(Balagopal et al., 2011)。さらに Stm1による翻訳抑制に伴い
mRNAが 80S開始複合体に蓄積することから、Stm1は 80S開始複合体形成過程より後
の翻訳伸長過程を阻害すると主張されている(Balagopal et al., 2011)。Stm1は non-
canonicalな翻訳伸長制御因子のひとつと考えられる。 
 
 
1-3-4. 栄養飢餓状態における Stm1 
 
1-3-4-1. リボソーム貯蔵因子としての Stm1 
 
栄養飢餓状態において Stm1がリボソーム貯蔵因子としてはたらくと提唱されている。
Stm1欠損株では、窒素源飢餓からの回復が遅れることが報告されている(Van Dyke et 
al., 2006)。Stm1 は静止期の酵母における 80Sリボソームの存在量を増大させ、ひとた
び栄養源が補われると、それらの貯蓄された 80Sリボソームによって効率よくタンパク
質合成が再開される(Van Dyke et al., 2013)。Stm1はリボソームを安定化し、静止期に
おいてリボソームをヌクレアーゼ分解から保護していると考えられている。飢餓状態か

ら回復する際には、Dom34-Hbs1が Rli1と協同的に貯蔵されたリボソームを解離するこ
とによって、タンパク質合成の開始が促進される(van den Elzen et al., 2014)。 
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1-3-4-2. TOR pathwayにおける Stm1の役割 
 
先行研究において Stm1欠損株ではラパマイシン感受性を示すことが報告されている(Van 

Dyke et al., 2006)。ラパマイシンは Target of rapamycin（TOR）kinaseを阻害すること
で、栄養飢餓応答を惹起する薬剤である。通常の栄養状態では、TOR complex 1
（TORC1）はタンパク質合成やリボソームの生合成を促進し、オートファジーを阻害する
ことがしられている。一方で、飢餓状態やラパマイシン存在下では TORC1は阻害され、
翻訳抑制やオートファジーが誘導される。 
出芽酵母におけるオートファジーは細胞外環境の栄養飢餓に応じて、細胞が自身の構成成

分を液胞に輸送し分解する現象である(Takeshige et al., 1992)。オートファジーが誘導さ
れると、隔離膜とよばれる脂質膜によってオルガネラや細胞質成分がとりこまれ、オート

ファゴソームが形成される。このオートファゴソームは液胞まで運ばれ、液胞内の加水分

解酵素の作用で消化される。このようなオートファジーの機構は、飢餓時の最低限の栄養

源を確保するために利用されていると考えられている。 
 
 
1-3-4-3. 栄養飢餓状態でのリボファジー 
 
さらに近年、栄養飢餓状態でのオートファジー機構の一つとして、液胞での成熟リボソー

ムの選択的な分解機構であるリボファジーが報告されている(Kraft et al., 2008, 
Kristensen et al., 2008)。栄養飢餓状態におけるリボファジーの役割についても、過剰な
タンパク合成を抑制するとともにリボソームを分解することで大量のアミノ酸等を遊離す

るためであると考えられている。リボファジーが誘導されると、細胞質のリボソームは液

胞へと運ばれた後、液胞内で急速に分解される。さらに、リボソーマルサブユニットの

60Sと 40Sはそれぞれ別の経路によってリボファジーのターゲットになることが示唆され
ている。 
40Sリボソーマルサブユニットのリボファジー経路については未だ明らかになっていない
が、60Sリボソーマルサブユニットの選択的な分解機構では脱ユビキチン化酵素複合体の
Ubp3-Bre5が必須であることが報告されている(O-Nazari et al., 2010)。さらに最近の報
告では、60Sリボファジーは 60Sサブユニットのリボソーマルタンパク質である RpL25
のユビキチン化によって制御されることが明らかとなった(O-Nazari et al., 2014)。E3 
ligaseの一つである Ltn1による Rpl25のユビキチン化修飾が、リボファジーの最初の分
解シグナルとなる。その後、Ubp3によって脱ユビキチン化されることで 60Sサブユニッ
トは液胞へと運ばれ分解を受ける。Ltn1は 60Sサブユニットに特異的に結合する、E3 
ligaseである。 
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1-3-5. Stm1の構造 
 
これまでに、Stm1単体での構造は明らかになっていないが、結晶構造解析により 80Sリ
ボソーム上での Stm1の構造が解かれている(Ben-Shem et al., 2011)（図 4）。 
Stm1は非常にユニークなヒモ状の構造を持つタンパク質であり、この構造により 80Sリ
ボソームのサブユニット間に入り込むような構造をとる。Stm1は 40Sサブユニットの
head domainに結合し、mRNAの entry tunnel、さらに Aサイトおよび Pサイト付近を
通り、60S側に伸びていることが明らかとなった。この時、P、Aサイトでの mRNA又は
tRNAとの相互作用に重要な、40S body上の保存された残基（C1274）と Stm1が接触す
ることが示された。また、Stm1は 60S上で helix H84と相互作用し、5S rRNAと
rprotein L5の間を通る。さらに、Stm1は両サブユニット合わせて 9つの ribosomal 
proteinと接触していることも明らかになった。近年、ヒト SERBP1（serpine 1 mRNA-
binding protein 1）の human 80Sリボソーム上での構造が明らかになった(Anger et al., 
2013)。SERBP1は Stm1のホモログであり、IRESと相互作用する因子として同定され
たタンパク質である。この先行研究により、SERBP1と Stm1の構造とリボソームへの結
合様式は、非常に類似していることが示された。 
以上のような構造をとることで、Stm1は 2つのサブユニット間を固定化することで解離
を妨げ、さらには mRNAの結合を阻害することで翻訳開始複合体の形成を阻害すると予
想される。この構造は Stm1のリボソーム貯蔵因子としての機能をうまく説明できるが、
Stm1がどのようにして翻訳伸長を阻害するかについては疑問が残る。 
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1-4. 目的 

近年、翻訳伸長速度の調節が様々な細胞機能の制御に関わっていることが分かってきた。

多くの non-canonicalな翻訳伸長制御因子の解析が進めば、翻訳伸長速度を制御する機構
の違いやその多様性の意義がより深く理解できるようになると期待されるが、限られた例

でしか研究が進んでいない。酵母では唯一 eIF5Aについて詳細な解析が進んでおり、ペプ
チド転移反応を促進し、翻訳において幅広く伸長および終結過程ではたらくことが理解さ

れている(Schuller et al., 2017; Alepuz et al., 2017)。 
本研究では、翻訳伸長抑制に関わると報告されている Stm1に着目した。はじめに Stm1
による翻訳抑制機構を解析し、Stm1がどのようなメカニズムで翻訳伸長制御に関わるか
調べることとした。また生理的役割ついても解析を試みた。	
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2. 実験手法 
 

2-1. 出芽酵母株と生育条件 

 
本研究で使用した酵母株を以下に示す。 
BY4727 (MAT alpha his3Δ200 leu2Δ0 lys2Δ0 met15Δ0 trp1Δ63 ura3Δ0) 
Stm1Δ_Matα (MAT alpha, his3Δ200 leu2Δ0 lys2Δ0 met15Δ0 trp1Δ63 ura3Δ0 
stm1Δ::kanMX) 
Stm1Δ_MatA (MAT a, his3Δ200 leu2Δ0 lys2Δ0 met15Δ0 trp1Δ63 ura3Δ0 
stm1Δ::kanMX) 
酵母株は、YPD培地（1% yeast extract,2% peptone, 1% dextrose）または、栄養要求性
培地（SD; 0.17% yeast nitrogen base, 0.5% ammonium sulphate, 2% glucose,各アミノ
酸）を用いて、30°C,150rpmの条件で培養した。窒素源飢餓状態は、前培養で full 
growthまで培養した菌体を約 0.5 OD600になるように、栄養飢餓培地（SD-N : 0.17% 
yeast nitrogen base without amino acids, 2% glucose）に植え継ぐことで誘導した。 
 
 

2-2. Stm1欠損株(Stm1Δ_MatA)由来の 80Sリボソームの調製 

 

S. cerevisiae由来の80Sリボソームは、先行研究に従い調製した(Leshin et al.,2010)。 
 
(1) Cystein charged Sulfolink resin（Thermo）の調製  
10 mLのSulfolink coupling gel（50% slurry）を850 xgで5分間遠心（KUBOTA 5910）
し、上清を除いた。樹脂をCoupling Buffer（50 mM Tris-HCl(pH8.5) , 5 mM EDTA）で
3回洗浄した。さらに樹脂に10 mLのCystein solution（50 mM L-cystein , 50 mM Tris-
HCl(pH8.5) , 5 mM EDTA）を加えた後、25°Cで1時間振とうした。上清を除き、10 mL
のBinding Buffer（10 mM Tris-HCl(pH7.5), 10mM MgCl2 , 60 mM NH4Cl ,  
2mM DTT）で3回洗浄した。上清を取り除いた後、樹脂と同量のBinding Bufferを加え、
4 °Cで保存した。  

 
 (2) Cystein charged Sulfolink resinを使った80Sリボソームの調製 
Stm1Δ_MatA株は、前培養としてYPD培地を用いて30°Cで一晩培養した。full growthの
菌体を1/50希釈で900mLの本培養培地に植え継ぎ、30°CでOD600=1になるまで培養した。
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培地に氷を加えて、1 Lにメスアップした後4,500 rpm, 4°Cで25分間遠心し菌体を回収し
た。 
菌体1 gあたりを、0.5 mg/mL heparin, 10% glycerol, protease inhibitor cocktail tablets 
（EDTA-free, Roche）を加えた1 mLのBindung Bufferで懸濁した。懸濁液を2 mLずつ破
砕用チューブ（SST-5001 or ST-5010C）に移し、チューブごと液体窒素で5分間凍結させ
た。その後、チューブにメタルコーン（MC-5028）をいれ、Beads-shocker（YASUI 
KIKAI）を用いて3,000 rpm で15秒間破砕した。メタルコーンを素早く取り除き、菌体を
氷上で融解させた。融解後、20 mLのBinding Bufferを加え、デブリを除くために1,000 
xgで10分間遠心した。さらに上清を、30,000 xgで30分間遠心し、その上清をS30として回
収した。S30はSulfolink slurryに加え、氷上で30分間インキュベートした。樹脂は1,000 
xgで1分間遠心し上清を取り除いた後、Binding Bufferで3回洗浄した。樹脂をElution 
Buffer（10 mM Tris-HCl(pH7.5), 10 mM MgCl2 , 500 mM KCl , 2 mM DTT , 0.5 mg/mL 
heparin）で2回洗浄し、リボソームを含むElution Sampleを回収した。リボソームを含む
Elution Sampleはスクロースクッションによって、さらに精製した。Elution Sampleを
70Tiチューブに入れた2.5 mLのbuffer C（50 mM Hepes(pH7.6) , 5 mM Mg(CH3COO)2 , 
50 mM NH4Cl , 1mM DTT , 25% glycerol）の上に重層し、100,000 xgで16時間遠心し
た。ペレットを回収し、菌体1 gあたり50 µLの5/100 buffer（20 mM Hepes-KOH(pH7.4), 
100 mM KCl, 5 mM MgCl2, 0.25 mM EDTA, 2 mM DTT）で懸濁した。 

 
 

2-3. 酵母由来WT Stm1と truncated Stm1変異体の発現・精製 

 
N末Hisタグ付きStm1（Nhis-Stm1）およびC末Hisタグ付きStm1（Chis-Stm1）の大腸
菌発現用ベクターとして、それぞれNhis-STM1/pET15b, Chis-STM1/pET29bを用いた。 
Stm1をコードする配列は、出芽酵母YPH499株由来のゲノムからPCRで増幅した。 
下記に使用したプライマーを示す。 
Nhis-Stm1; 5’- GCATACACAT TTTATTCCATATGTCCAACC CATTTGATTTGTTAG – 
3’ and 5’- TCATATAGTCGACTTAAGCCAAAGATGGCAAGTTAGAA – 3’   
Chis-Stm1; 5’- TCATATAGTCGACAGCCAAAGATGGCAAGTTAGAA -3’ and 5’- 
GCATACACAT TTTATTCCATATGTCCAACC CATTTGATTTGTTAG – 3’  
増幅させたインサート配列は、等研究室で構築し制限酵素部位が増加されたpET15bベク
ター（pET15b-linker）およびpET29bベクター（Novagen）を用いて、制限酵素部位
NdeI/SalIにクローニングした。Nhis-STM1/pET15bおよびChis-STM1/pET29bは、 
E. coli BL21(Gold)(DE3)に形質転換した。菌体はLB培地で27°C一晩培養し、full growth
の菌体を1/100希釈で2×YT培地に植継いだ。37 °Cで培養し、OD600 = 0.4～0.6で、100 
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µM isopropyl-1-thio-D-galactopyranoside（IPTG）によって発現誘導を行った後、18°C
で一晩培養し、菌体を回収した。 
タンパク質はNi-NTA（QIAGEN）カラムクロマトグラフィーで精製した。Nhis-Stm1
は、スロンビンプロテアーゼ（GE healthcare）でHisタグを切除した。続いて、mono S 
4.6/100 PE column chromatography（GE healthcare）による精製を行った。精製した
Stm1はStm1 Buffer（20 mM Hepes-KOH(pH7.5), 200 mM KCl, 50% Glycerol, 1mM 
DTT）で透析した。透析後に回収したサンプルを濃縮し、-80°Cで保存した。 
N末端およびC末端の系統的欠失株の発現ベクターは、Nhis-STM1/pET15b, Chis-
STM1/pET29bをテンプレートDNAとしてquick change法を用いて作成した。各変異体
は、Nhis-Stm1およびChis-Stm1の精製方法に倣って発現・精製を行った。 
 

 

2-4. poly(U)poly(Phe)合成 

 
1 pmol Stm1Δ80Sリボソームと、25 pmol [14C]Phe-tRNAPhe（出芽酵母由来）を、20 
mM Hepes-KOH(pH7.5), 150 mM KOAc, 2.5 mM Mg(OAc)2, 0.05 mM spermine, 7.5 
mM creatine phosphate, 1.25 µg creatine kinase, 0.1 mM GTP, 5 µg poly(U), 12.5 U 
SupeRNaseIn, 1.0% (w/v) PEG6000, 2.5 pmol of eEF1A, 2.5 pmol of eEF2,存在下で
30°C、30分間インキュベートした。さらに、Stm1およびStm1変異体は本文で指定されて
いる量加えた。インキュベート後、1N NaOH 100 µLを加え、さらに30°C, 10分間インキ
ュベートした。10％ TCAを5 mL加え、氷上に5分間静置した。 溶液をGF/Cフィルター
に通過させpoly(Phe)を吸着させ、10％ TCAでフィルターを3回洗浄し、次に100% エタ
ノールで10% TCAを置換し、フィルターを乾燥させた。 フィルターを5 mLのULTIMA 
GOLDに浸し14Cのカウント数を測定した。 

 
 

2-5. リボソーム会合活性評価 

 
 10 µLの 5×pre-incubation B（526 mM KCl, 55 mM Hepes-KOH(pH7.4) , 8.8 mM 
Mg(OAc)2）に、100 mM DTT 0.5 µLと100 pmol Stm1、20 pmol Stm1Δ80Sを加え50 µL
になるようにメスアップした後、25°Cで15分間インキュベートした。 それぞれのサンプ
ルに、DilutionB（150 mM KCl , 20 mM Hepes-KOH(pH7.5)）を200 µL加えた。このと
き、最終のMg濃度が各々1.5 , 7 , 13 mMになるようにMg(OAc)2を加えて調製した。 サン
プルを25 °Cで15分間インキュベートした。SW41Ti用のチューブ（Beckman）に5 mLの
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10% SDG sol.（5×BBK sol.(100 mM Tris-HCl(pH7.6), 50 mM MgCl2, 250 mM KCl, 
5%[w/v] Sucrose, 1 mM DTT）を30% SDG sol.（5×BBK sol., 30%[w/v] Sucrose, 1 mM 
DTT）に重層し、16～18時間水平にしてグラジエントを形成した。 各サンプルをSDG 
solution に重層し、390,000 xgで3時間遠心（Beckman SW41Ti rotor）した。この時、
density gradient fractionators（Towa Labo, Model 152-001）を用いて260 nmの吸光度
を測定した。  

 

 

2-6. Western blotting解析 

 
SDS-PAGEの後、ゲル中のタンパク質を 1.5mA/cm2、60分の条件でニトロセルロース膜
（GE Healthcare）に転写した。この時 transfer buffer（2.5 mM Tris-HCl, 19.2 mM グ
リシン, 20% メタノール, 0.05% SDS）を使用した。1次抗体反応は以下の条件で、
blocking buffer（PBS、1%スキムミルク、0.1% Tween 20）の下で行った。感度が低い場
合は Can Get Signal（TOYOBO）を使用した。 
 

 

 

2次抗体として anti-Rabbit IgG（Sigma）を用い、希釈率 1/1000、25°C、1時間で反応
を行った。検出は ECL（GE Healthcare）又は ECL Prime（GE Healthcare）を用い
LAS4000によって解析を行った。 
Stm1に対するポリクローナル抗体は、精製組み換えタンパク質をウサギに免疫させるこ
とで作成した。 
 
 
2-7. Single round translocation assay 
 

eEF2依存的な single round translocation assayは、先行研究(Dinos et al., 2005)に倣っ
た。 

1次抗体 希釈率 温度 時間 

Stm1 1/1000 25 °C 1時間 

GFP 1/1000 25 °C 1時間 

His 1/1000 25 °C 1時間 
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Heteropolymeric MFV mRNAは run-off transcriptionによって転写した(Triana-Alons
o et al., 1995)。MFV mRNAの配列は以下の通りである。5′-GGGAAAAGAAAAGAAA
AGAAA-AUG-UUC-GUU-AAAAGAAAAGAAAAGAAAAUAUUGAAUU-3′. 中心部に 3
つのコドン（Met-Phe-Val）または 2つのコドンと終止コドン（Met-Phe-UAA）を含む。 
tRNAfMet と tRNAPheは Sigma-Aldrichから購入し、ac[3H]Phe-tRNAPhe（N-acetyl-
[3H]Phe-tRNAPhe）は逆相 HPLC（Nucleosil 300-5 C4）を用いてメタノール勾配によっ
て精製した(Triana-Alonso et al., 1995)。 
5′-end 32P labeling tRNAfMet（[32P] tRNAfMet）は、先行研究(Triana-Alonso et al., 1995)
に従い作成した。反応は全て binding buffer（20 mM Hepes-KOH(pH7.6)、4.5 mM 
Mg(OAc)2、150 mM KOAc、0.05 mM spermine、4 mM 2-mercaptoethanol）の条件下で
行った。 
5 pmol Stm1Δ80Sリボソーム、5 pmol Chis-Stm1を含む 5 µLの反応系において、RT
（room temperature）, 15分でプレインキュベーションを行うことで、Stm1結合 80Sリ
ボソーム複合体を作成させた。さらに、5 pmol Stm1結合 80Sリボソーム、25 pmol 
MFV-mRNA、2.5 pmol [32P] tRNAfMetを含む 12.5 µLの反応液において、37°C、15分で
1stインキュベーションを行うことで、3者複合体を形成させた。さらに、2.5 pmol 
Ac[3H]Phe-tRNAPhe を加えて（total 25 µL）、37°C、30分で 2ndインキュベーションを
行い、PRE state complexを形成させた。POST state complexの形成のために、PRE 
complexに 0.1 mM GTP、5 pmol eEF2を添加し（total 35 µL）37°C、10分間インキュ
ベーションした。 
その後、リボソームへの tRNA結合量を tRNA binding assayで比較した。tRNA binding 
assayは、サンプルをニトロセルロースフィルターにロードし、binding bufferで洗浄す
ることでリボソームに結合していない ac[3H]Phe-tRNAPheおよび[32P] tRNAfMetをフィル

ターから除去した。フィルターを 5 ml Ultima goldに入れ、フィルター上の[32P] 
tRNAfMet /ac[3H]Phe-tRNAPheの量をシンチレーションカウンターによって解析した。 
さらに、Pサイト上の ac[3H]Phe-tRNAPhe量を定量するために、puromycin assay（最終
濃度 0.5 mM puromycin（MP Biomedical）, 37°C, 5分）を行った。反応後のサンプル
は、サンプルと等量の 0.3 M NaOAc (pH5.5)/MgSO4を添加することで反応を停止させ、

さらに 1 mLの酢酸エチルを加えた。1分間、ボルテックスで攪拌させた後、氷上で 10分
間静置させた。上層のみを、5 mL Ultima goldに入れ、30分間振とうさせた後、シンチ
レーションカウンターで遊離した ac[3H]Phe-puromycin量を解析した。 
この時、バックグラウンドとして、リボソーム非存在下およびピューロマイシン非存在下

での値をそれぞれ減算した。 
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2-8. mRNA/ribosome binding assay 
 
5′-end 32P labeling MFVmRNA（[32P] MFV-mRNA）は先行研究(Triana-Alonso et al., 
1995)に従い作成した。反応は全て 20 mM Hepes-KOH(pH7.5), 4.5 mM MgCl2, 150 mM 
NH4OAc, 0.05 mM spermine, 2.0 mM spermidine, 4 mM 2-mercaptoethanolの条件下で
行った。 
5 pmol Stm1Δ80Sリボソーム、5 pmol Chis-Stm1を含む 5 µLの反応系において、RT, 
15分でプレインキュベーションを行うことで、Stm1結合 80Sリボソーム複合体を作成し
た。さらに、5 pmol Stm1結合 80Sリボソーム、25 pmol [32P] MFV-mRNA、2.5 pmol 
tRNAfMetを含む 12.5 µLの反応液において、37°C、15分で 1stインキュベーションを行
うことで、3者複合体を形成させた。さらに、2.5 pmol of Ac[3H]Phe-tRNAPhe を加えて

（total 25 µL）、37°C、30分で 2ndインキュベーションを行い、PRE state complexを
形成させた。POST state complexの形成のために、PRE complexに 0.1 mM GTP、5 
pmol eEF2を添加し（total 35 µL） 37°C、10分間インキュベーションした。 
その後、サンプルをニトロセルロースフィルターにロードし、binding bufferで洗浄する
ことでリボソームに結合していない ac[3H]Phe-tRNAPheおよび[32P] MFV-mRNAをフィ
ルターから除去した。フィルターを 5 ml Ultima goldに入れ、フィルター上の 5’-[32P] 
MFV-mRNA /ac[3H]Phe-tRNAPheの量をシンチレーションカウンターによって解析した。 
 

 

2-9. in vitro peptide transfer assay 
 
in vitro peptide transfer assayは先行研究(Van et al., 1973)に従った。100 pmol 
Stm1Δ80Sリボソームと、100 pmol S. cerevisiae [14C]Phe-tRNAPheを用いて、100 µLの
反応系において poly(U)poly(Phe)合成を行った。反応は、20 mM Hepes-KOH(pH7.5), 
100 mM KOAc, 2.5 mM Mg(OAc)2, 0.05 mM spermine, 7.5 mM creatine phosphate, 1.25 
µg creatine kinase, 0.1 mM GTP, 20 µg poly(U), 50 U of SupeRNaseIn, 1.0% (w/v) 
PEG6000, 10 pmol of eEF1A and 10 pmol of eEF2存在下で行い、30°C、60分間インキ
ュベートした。さらに反応後のサンプルに、100 pmol Chis-Stm1を加え、RT、15分間イ
ンキュベートした。その後、最終濃度 0.5 mMになるようにピューロマイシンを加え
30°C、10分間反応させ、10 - 30 % (w/v) sucrose gradient buffer（50 mM Tris-HCl 
(pH7.5), 100 mM KCl, 2.5 mM MgCl2, 0.25 mM spermidine）を用いた遠心（Beckman 
coulter SW41, 39,000 xg, 3hr, 4°C）による分画をおこなった。この時、density gradient 
fractionators（Towa Labo, Model 152-001）を用いて、260 nmの吸光度を測定すると共
に、分画された 20フラクションを回収した。 



 

25 
 

回収されたサンプルのうち 10 µLをろ紙上にスポットし、5 mLの ULTIMAGOLDに入
れ、[14C]Phe量を液体シンチレーションカウンターを用いて計測した。 

 
 
2-10. eEF2/Stm1/ribosome binding assay 
 

30 mM GTP, 20 pmol His-Stm1または 20 pmol truncated Stm1 mutants, 20 pmol 
eEF2, 20 pmol Stm1Δ80S を 100 µLの反応系において、binding buffer（20 mM Hepes-
KOH (pH7.5), 100 mM KCl, 2.5 mM Mg(OAc)2, 0.25 mM spermidine, 2 mM DTT）中で
混合した。RT、30分のインキュベーションの後、氷冷した 200 µlの dilution buffer (20 
mM Hepes-KOH(pH7.5), 100 mM KOAc, 12 mM Mg(OAc)2, 0.25 mM spermidine, 4 mM 
2-mercaptoethanol）を加えた。 
サンプルを 250 µLの sucrose cushion（20 mM Hepes-KOH(pH7.5), 100 mM KOAc, 5 
mM Mg(OAc)2, 0.25 mM spermidine, 4 mM 2-mercaptoethanol, 1 M sucrose）の上に重
層し、100,000 rpm、60 min、4 °Cの条件下で TLA100.3 rotor（Beckman Coulter）を
用いて遠心した。遠心後の上清を取り除き、ペレットのリボソーム画分を 20 µlの
[2.5/100/0.25] Buffer（20 mM Hepes-KOH(pH7.5), 100 mM KOAc, 2.5 mM Mg(OAc)2, 
0.25 mM spermidine, 4 mM 2-mercaptoethanol）で懸濁した。懸濁後のサンプルは、
Western blotting解析に使用した。 
 
 

2-11. [γ−32P]GTPを用いた GTPase 活性測定  

 
5 µLのMix1（100 mM Hepes-KOH(pH7.5), 578 mM KCl, 5 mM DTT）に1 pmol eEF2及
び1 pmol Smt1、1 pmol 80Sリボソームを加え、milliQで25 µLにメスアップした。 これ
らのサンプルに[γ-32P]GTPを0.5 µLずつ加えた後、30°Cで10分間インキュベートした。 
インキュベーション後は速やかに100 µLの0.1N H2SO4-1.5mM NaH2PO4と25 µL の5% 
sodium molybdateを混ぜたものを加えた。さらに250 µLのn-butanol を加え、voltexし、
10,000 rpmで1分間遠心（HITACHI himac CF15R T15A22）した。遠心後、2層に分かれ
たうちの上層のブタノール層200 µLを5 mlのULTIMAGOLDに入れ、32Pのカウント数を
液体シンチレーションカウンターを用いて計測した。  

 

 



 

26 
 

2-12. Regenerating coupled enzyme assay  

 

Regenerating coupled enzyme assayは、先行研究(Barry et al., 1998)に従って行った。 
キュベットに、20 mM Hepes–HCl(pH7.4), 150 mM KCl, 2.5 mM MgCl2, 0.5mM GTP 
（Sigma）, 0.5mM NADH（Roche）, 5 mM phosphoenol pyruvate（Roche）, 3.6 µg PK 
（Roche）, 6 µg L-LDH（Sigma）を加え、吸光度が安定するまで 5分ほど置いた。安定
した後、0.5 µM eEF2, 0.5 µM Stm1及び 0.5 µM 80Sを加え、速やかに混ぜた後、340 
nmの吸光度を測定した。反応は全て 120 µL系で行った。測定は、JASCO V-550 
UV/VIS spectrophotometerを用いて行った。 

 

  

2-13. Cell extractの調製 

 
栄養飢餓状態で生育した菌体の約 2.0 OD600分に、170 µLの 1.85 M NaOHを加え氷上で
10分間静置した後、170 µLの 50% trichloroacetic acid（TCA）を加え、さらに氷上で
10分間静置した。10,000 xg, 2min, 4°Cの条件で遠心しペレットをアセトンで洗浄した
後、風乾させた。乾燥後のペレットを 60 µLの Urea loading buffer（120 mM Tris-
HCl(pH6.8), 5% glycerol, 8 M urea, 143 mM 2-mercaptoethanol, 8% SDS）で溶かした。
このサンプルのうち、15 µLを用いてWestern blotting解析を行った。 
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3. 結果 
 

3-1. Stm1による翻訳抑制機構の解析  

 
より詳細な Stm1の機能解析を行うためには、先行研究で行われているような抽出液系で
の解析に含まれる、内在性の Stm1や共訳する因子の影響を排除する必要がある。その為
本研究では、先行研究で報告されている Stm1の翻訳伸長抑制効果を検証すると共に
Stm1の機能解析を行うにあたり、本研究室で構築した酵母由来の再構築型無細胞蛋白質
翻訳系を用いた。このような純度の高い無細胞系を用いることで、夾雑物や共役因子の持

ち込みを最小限に抑えた条件で解析を行った。 
また、Stm1は 80Sリボソーム結合能をもつため、野生型（WT）の出芽酵母から調製し
た 80Sリボソームには残存の Stm1が含まれている可能性がある。そのため、Stm1欠損
株（Stm1Δ）から調製した 80Sリボソームを用いることで、内在性の Stm1の影響を完全
に排除した系での解析を行った。 
 
 
3-1-1. 80Sリボソーム上での Stm1の機能 
 
3-1-1-1. Stm1による翻訳抑制効果  
先行研究において、Stm1による翻訳抑制能は酵母抽出液を用いた解析により示されてい
る(Balagopal et al., 2011)。抽出液による解析では、内在性の Stm1や共訳する因子の影
響を排除できないと考え、本研究では酵母由来の再構築型無細胞蛋白質翻訳系を用いた、

poly(U)poly(phe)合成における Stm1の効果を検証した。poly(U)poly(phe)合成は、翻訳開
始因子や終結因子を必要としない簡易な翻訳系である。poly(U)poly(phe)合成に必須な訳
伸長因子である eEF1A と eEF2および、Stm1Δ80Sリボソーム存在下で解析を行った。さ

らに Stm1は、0 , 0.008 , 0.02 , 0. 04 , 0.08 , 0.2 µMずつ加えた。 
その結果、Stm1の濃度依存的な poly(Phe)合成の阻害が見られた（図 5a）。これによ
り、Stm1が翻訳を抑制することが再現された。  
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3-1-1-2. Stm1によるリボソーム会合促進活性 
 
先行研究において、マグネシウムが 3 mMの条件下で Stm1は 80Sリボソームに結合し、
リボソーマルサブユニット間の会合を促進することが示唆されている(Heriberto et al., 
2004)。リボソームのサブユニット間の結合の安定性は、マグネシウム濃度に依存するこ
とが知られている。このため、本研究において組み換え蛋白質として精製した Stm1が、
リボソームのサブユニット間の安定性が低い条件下（低マグネシウム濃度）においても同

様の機能を有するか検証をした。 
Stm1Δ80Sリボソームに対し 5倍量の Stm1を加えてインキュベートした後、低マグネシ
ウム条件下（1.5 mM）でショ糖密度勾配遠心法を用いて分画し、リボソームのサブユニ
ット会合の様子を観察した。その結果、Stm1非存在下の Stm1Δ80Sリボソームでは、
80Sのピークが消失し 40Sおよび 60Sのピークが見られた。このことから、空の 80Sリ
ボソームはサブユニットへ解離していることがわかった。一方で、Stm1存在下では 80S
のピークが観察され、低マグネシウム濃度条件下においても 80Sの形成が維持されること
が明らかとなった（図 5b）。これにより、Stm1がサブユニット間の会合促進活性をもつ
ことが示された。 
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3-1-2. Stm1の変異体解析 
	
  
上述した通り、Stm1は 80Sリボソームに結合し、翻訳抑制効果を示すことが明らかとな
った。ここで、さらに詳細な Stm1の機能解析のために Stm1の変異体解析を行った。全
長（FL）の Stm1の配列を基に、それぞれ N末端および C末端の系統的欠失体を作成し
た（図 6a）。これら 8つの変異体について、Stm1Δ80Sリボソームへの結合能と
poly(U)poly(Phe)合成での抑制効果を評価した。 
まず、ribosome binding assayを用いて各変異体の Stm1Δ80Sリボソームへの結合能を
解析した。各 Stm1変異体と Stm1Δ80Sリボソームを混合しインキュベートした後、ス
クロースクッションを通してリボソーム画分をペレットとして回収した。このサンプルを

Stm1抗体を用いたWestern blottingで解析したところ、比較的長い配列をもつ 4つの変
異体（ΔC180, ΔC143, ΔC107,ΔN47）は FL Stm1と同等のリボソーム結合活性を持つこと
が示された。一方で、短い配列をもつ変異体（ΔC89, ΔC74, ΔN66, ΔN90）においては結合
能の減少及び損失が見られた（図 6b）。 
次に、各変異体の poly(Phe)合成への影響を調べた。その結果、長い配列をもつ変異体
（ΔC180, ΔC143, ΔC107）では、FL Stm1とほぼ同等の poly(Phe)合成抑制能を保持して
いることが示された。一方で、ΔC89および ΔC47変異体は抑制活性の減少がみられた。
さらに、より短い配列をもつ変異体（ΔC74, ΔN66, ΔN90）は、完全に poly(Phe)合成抑制
能を失っていることが示された（図 6c）。  
この結果から、リボソーム結合能を失った変異体は傾向として翻訳抑制能も失っているこ

とが示された。つまり、翻訳抑制能とリボソーム結合能には相関性があることが明らかと

なった。さらに、このような機能は Stm1の 47-143アミノ酸領域によって担われている
ことが示唆された。 
 
 



 

31 
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3-2. 翻訳伸長の各素過程における Stm1の機能 

 
図 5aで示した通り、Stm1が poly(U)poly(Phe)合成における翻訳を阻害することが明らか
となった。これは、Stm1がリボソームや翻訳伸長因子の働きを阻害することで生じてい
ると考えた。そこで、翻訳伸長抑制における Stm1の分子機序を明らかにするために、翻
訳伸長過程の各素過程への Stm1の効果を検証した。 
 
 
3-2-1. Single-round translocation assayにおける Stm1の効果 
 
まず eEF2依存的な single-round translocation assayにおける、Stm1の効果を検証した
（図 7a）。single-round translocation ssayでは、リボソームの Pサイトにデアシル
tRNA、Aサイトにモデルペプチジル tRNAを配位することで、トランスロケーション前
のリボソーム複合体を形成する。ここに、eEF2を加えることでトランスロケーションを
引き起こし、Aサイトおよび Pサイトの tRNAはそれぞれ Pサイトおよび Eサイトへ移
動する。この時トランスロケーションが生じた割合を、puromycin asasyおよび tRNA 
binding assayを用いて定量する。 
 
ペプチジル tRNAのモデルとして N-acetyl-[3H]Phe-tRNAPhe（ac[3H]Phe-tRNAPhe）を用

い、さらに Pサイト上のデアシル tRNAとして[32P]ラベルした tRNAfMet（[32P] 
deacylated tRNAfMet）を用いた。また鋳型として、中心にMFV（Met-Phe-Val）をコー
ドする約 60ヌクレオチドの mRNAを使用した。この時 Stm1[+]の条件では、反応の一段
階目で Stm1と 80Sリボソームをインキュベートすることで、80Sリボソームに Stm1を
結合させた。 

従って、80Sリボソームの Pサイトに[32P] deacylated tRNAfMet 、A-siteに 
[3H] AcPhe-tRNA が配意した複合体を pre-translocation state（PRE）とした。さらに、
eEF2を加えてトランスロケーション反応を促進させ、[32P] deacylated tRNAfMetと

ac[3H]Phe-tRNAPheをそれぞれ、E-site, P-siteへ移動させた。この状態の複合体を、post-
translocation state（POST）とした。PRE、POSTの各複合体の tRNAの結合量は
tRNA binding testを用いて比較した。また、eEF2依存的なトランスロケーションの効率
は、puromycin assayによって評価した。puromycinはアミノアシル tRNAの 3’末端のア
ナログであり、リボソームの Aサイト近傍に結合し、Pサイト上の peptidyl-tRNAからペ
プチドの転移反応を引き起こす(Nissen et al., 2000)。その結果生じた peptidyl-puromycin
は、リボソーム上にとどまることができないため迅速にリボソームから遊離する。 
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まず、Stm1非存在下において、tRNA binding testの結果から PRE複合体及び POST複
合体上での各 tRNA結合量が等量であることが確認できた。また、POST複合体におい
て、結合した[3H] AcPhe-tRNAの 100%が puromycinにより反応していることが示され
た。これにより、Stm1非存在下において eEF2依存的なトランスロケーション反応が十
分に起きていることが確認された（図 7b）。 
 
一方で、Stm1存在下では、tRNA binding testの結果から Stm1非存在下と比べ PRE複
合体上の各 tRNAの結合量は 8割程度に減少していることが示された。また、Stm1存在
下でのトランスロケーション反応前後の tRNA結合量を比較すると、POST複合体におけ
る[32P] deacylated tRNAfMet結合量のわずかな減少がみられた。一方で Aサイトから Pサ
イトへ移動した[3H] AcPhe-tRNAの 72%が puromycinにより反応していることが示され
た。この結果から、Stm1存在下では顕著なトランスロケーションの阻害効果は見られな
いが、E-siteの[32P] deacylated tRNAfMetが drop offしやすくなることが示唆された。ま
た、Stm1存在下において、P-siteの[3H] acPhe-tRNAの puromycin assay活性のわずか
な減少がみられた。 
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35 
 

3-2-2. Stm1存在下でのリボソームへのmRNA結合量の比較 
 
前述した通り、Stm1は 80Sリボソーム上で mRNA entry tunnelを通って 40Sの head 
domainと結合することが分かっている。このような構造から、Stm1はリボソーム上で
mRNAの結合を阻害しているのではないかと示唆されている(Ben-Shem et al., 2011)。し
かし、リボソーム上での Stm1と mRNAの挙動は直接的に観察されておらず、Stm1と
mRNAが共存しうるかは不明である。そのため、[32P]で 5’末端をラベルしたMFV mRNA
（[32P] mRNA）を用いた single-round translocation assayを行い、Stm1存在下および
非存在下、さらにトランスロケーション前後での mRNAのリボソームへの結合量を比較
した。 
その結果、Stm1非存在下において、PRE、POSTでの mRNAの結合率がほぼ同じである
ことが明らかとなった（図 8）。これにより、single-round translocation assayにおいて
トランスロケーション前後で mRNAが drop offしていないことが確認された。 
しかし、Stm1存在下では、Stm1非存在下に比べ 80Sリボソームへの mRNAの結合率が
減少していることが示された。この結果から、Stm1結合 80Sリボソームには mRNAの
結合効率が低下することが示された。これにより、in vitro条件下では Stm1は mRNAの
リボソームへのアクセスを部分的に阻害している可能性が示唆された。 
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3-2-3. ペプチド転移反応における Stm1の効果 
 
まず、in vitro peptide transfer assayを用いて、Stm1存在下、非存在下での puromycin
によるペプチド転移効率を調べた。 
最初に、poly(U)poly(Phe)合成を用いてペプチド鎖を合成させることで、poly(Phe)鎖と
80Sリボソームの複合体（新生鎖-80S複合体）を作成した。さらにこの新生鎖-80S複合
体と Stm1をインキュベートすることで、80S複合体に Stm1を結合させた。この 80S複
合体に puromycinを加えペプチド転移反応を起こした後、ショ糖密度勾配遠心法により分
画し、[14C]Phe量を測定した。 
その結果、Stm1、puromycin共に非存在下では、新生鎖-80S複合体上に[14C]Pheのピー
クが観察された（図 9）。これにより、poly(U)poly(Phe)合成により合成したポリペプチ
ド鎖が 80Sと複合体を形成していることが確認された。さらに、puromycinを加えると、
80S複合体上の[14C]のピークは完全に消失し、puromycinによるペプチド転移が起きてい
ることが分かった。 
また同様に、Stm1存在下においても、puromycin非存在下では 80S複合体上の新生鎖が
確認された。一方で、Stm1存在下においても puromycinを加えることで新生鎖-80S複合
体上の[14C]Pheのピークは完全に消失した。これにより、Stm1は puromycinによるペプ
チド転移を阻害しないことが明らかとなった。 
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3-2-4. Stm1存在下でのリボソームへの eEF2の結合量の比較 
 
上述した in vitro translocation assayにおいて、トランスロケーション前後での各因子の
リボソームへの結合量をWestern blottingを用いて解析した。その結果、Stm1存在下に
おいて eEF2のリボソーム結合量が増大していることが見いだされた。この結果に基づ
き、eEF2のリボソーム結合に Stm1が及ぼす効果について更に詳細に解析した。様々な
グアニンヌクレオチド存在下で eEF2と Stm1をリボソームとインキュベートした後、反
応液をスクロースクッションに通し、リボソーム画分としてペレットを回収した。リボソ

ームに結合している eEF2量をWestern blotting解析により調べたところ、Stm1・GTP
および Stm1・GDP存在下において eEF2のリボソームへの結合量の増加がみられた（図
10）。一方で、GTPの加水分解アナログである GDPNP存在下では、Stm1存在下におい
ても eEF2の結合量に影響は見られなかった。 
 
さらに、Stm1の N末端および C末端の系統的欠失体を用いて同様の解析を行った。GTP
存在下で、eEF2と各 Stm1変異体をインキュベートした後、反応液をスクロースクッシ
ョンに通し、Western blottingにより eEF2および各 Stm1変異体の結合量を比較した。
その結果、Stm1と eEF2の結合量には相関性があることが示された（図 11）。 
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3-2-5. eEF2の 80Sリボソーム依存的な GTPase活性への Stm1の効果 
	
 

Stm1存在下では eEF2のリボソームへの結合量が増加することが明らかとなったが、こ
の時に eEF2の 80Sリボソーム依存的な GTP加水分解活性に Stm1が影響するかを調べ
た。32Pでγ位のリン酸が RI標識された GTPを用いて、遊離された 32P量により eEF2の
GTP加水分解能を評価した。この時、80Sリボソーム、eEF2、Stm1の混合モル比を
1:1:1とした。 
その結果、5分間のリボソーム依存的な eEF2の GTP加水分解活性の見かけ上の Kcat
は、Stm1存在下及び Stm1非存在下において、それぞれ 1.5 (min-1)および 3.5 (min-1)と
なった（図 12a）。この結果より、Stm1によるリボソーム依存的な eEF2の GTP加水分
解活性の減少が見られたが、加えたリボソーム量（1 pmol）に対して、過剰量の GTPが
反応していることが示された。そのため、反応の初期段階における効果を明らかにする必

要があると考えた。 
 
より時間分解的な Stm1の効果を検証するために、Regenerating coupled enzyme assay
を行った。Regenerating coupled enzyme assayの概略図を図に示した（図 12b）。この
系では、ニコチンアミドアデニンジヌクレオチド（NADH）の酸化と共役した GTP再生
系を用いることで、NADHの酸化に伴う吸光度（340 nm）の減少によって、リアルタイ
ムに GTPase活性を測定している。 
まず、GTPaseを加えると、GTPが GDPへと変換される。一方で、ホスホエノールピル
ビン酸（PEP）はピルビン酸キナーゼ（PK）によってピルビン酸へと変換され、GDPか
ら再び GTPが生成される。さらに、ピルビン酸は NADHの存在下において、乳酸デヒド
ロゲナーゼ（LDH）によって乳酸へと変換される。同時に、NADHの酸化により NAD+

が生じる。この時、1分子の GTPが加水分解を受けると、1分子の NADHが酸化される
ため、NADHの減少速度から GTP加水分解速度を求めることができる。 
 
反応系に、eEF2/80Sおよび Stm1の 3者複合体を加え、NADHの減少量を測定した（図
12c）。反応の直線範囲内（< 60秒）でのリボソーム依存的な eEF2の GTP加水分解活性
の Kcatは、Stm1存在下および非存在下においてそれぞれ、8.9 (min-1) および 

11.1 (min-1)となった。この結果より、Stm1の有無による GTP加水分解の速度に十分な
差は見られないことが明らかとなった。また、先行研究で示された eEF2の 80Sリボソー
ム依存的な GTP加水分解活性の Kcat値（9.6 (min-1)）に匹敵するといえる(Nygard et 
al., 1990)。これより、eEF2およびリボソーム複合体によるシングルラウンドの GTP加
水分解は、10秒以内に完了すると考えられる。これらの結果から、Stm1は少なくとも
GTP加水分解のファーストラウンドにおいて阻害効果を持たないことが示唆された。 
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また、反応後期における GTP加水分解活性がわずかに減少した。これは、Stm1存在下の
リボソーム上では、eEF2上の GDPと GDPの置換反応速度が遅くなるためであると示唆
されるが、さらなる検証が必要である。 
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4. 考察 

4-1. Stm1による翻訳抑制機構 

 
4-1-1. Stm1によるリボソーム上での eEF2安定化の分子機構 
 
本研究では、poly(U)poly(Phe)合成における Stm1の翻訳抑制機序を解析する過程で、
Stm1が eEF2のリボソーム結合を安定化することを見いだした。Stm1は GTP存在下及
び GDP存在下で eEF2のリボソームへの結合量を増加させ、一方で、GDPNP存在下で
は Stm1による eEF2のリボソーム結合量への影響は見られなかった。 
 
翻訳伸長過程において、eEF2は Aサイトに peptidyl-tRNA、Pサイトに deacyl-tRNAが
配位している PRE状態のリボソームに、GTP依存的に結合する。この GTP型の eEF2
は（eEF2・GTP）はトランスロケーションを促進し、A-site、P-site上の tRNAはそれぞ
れ P-site、E-siteへ移動する。この POST状態のリボソーム上で eEF2は GTP加水分解
と Piリリースに伴い、構造変化をおこすことで GDP型の eEF2（eEF2・GDP）はリボ
ソームから解離することができる。 
 
このことから、Stm１は eEF2を GTP結合型の構造に保つことによってリボソーム上安定
化していると推察される。GDP型の eEF2はリボソームに一過的に結合することが知られ
ている。GDP存在下においてはおそらく、eEF2がリボソームに一過的に結合したのち、
Stm1が eEF2を GTP型に構造変化させてリボソーム上に安定化したと考えられる。また 
GTP存在下では、Stm1は eEF2の GTP加水分解に伴う構造変化を阻害し、リボソーム
からの解離を抑制したと考えられる。 
 
また、本研究では、eEF2による 80S依存的な GTP加水分解は、Stm1存在下においても
行われることが示された。 
 
以上から、Stm1による eEF2のリボソーム安定化機序について下記のような仮説を提唱
する。  
『Stm1は、eEF2の GTP加水分解や Pi-release自体を阻害することはできないが、
eEF2の Pi-releaseに伴う構造変化を阻害し、リボソームからの解離を抑制することで
eEF2をリボソーム上に安定化させる。』  
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Stm1はフシジン酸やソルダリンに類似した機能をもつ制御因子であると考えられる。フ
シジン酸は EF-Gや eEF2を、ソルダリンは eEF２をターゲットとする抗生物質である。
先行研究において、フシジン酸やソルダリンは EF-G/eEF2による GTP加水分解を阻害し
ないが、それらをリボソーム上に固定化することが示されている(Yong-Gui et al.,2009)。 
 
eEF2は 5つのドメインからなり（図 13b）、GTP結合・加水分解ドメインである
domain Iの状態に連動する各ドメインの構造変化が正常な eEF2の働きに重要であるが、
これらの抗生物質が eEF2に結合することでその構造変化が阻害される。一方で、eEF2
依存的なシングルラウンドのトランスロケーションや GTP加水分解及びリン酸のリリー
スなどの素過程は阻害されない。 
上述した通り、フシジン酸は EF-Gおよび eEF2をターゲットとする抗生物質であるが、
フシジン酸によって固定化された EF-Gとリボソーム複合体の構造が、Cryo電子顕微鏡法
による構造解析によって解かれている(Zhou et al,. 2013)。この構造から、フシジン酸の結
合部位は EF-Gの domain Iのリボソームとの相互作用により GTP加水分解反応に重要な
役割をもつ switch loop I領域と重なっており、GTP型の switch loop Iの保存されたコア
領域の構造を擬態することで domain Iと IIIとの間の相互作用を固定化していることが明
らかとなっている。さらに結晶構造解析から、EF-Gにフシジン酸が結合することで
domain IIIの構造が変化し、30Sサブユニット側の EF-Gドメインである domain IV の
構造が EF-Gの GTP結合型に類似する形で安定化されることが示されている(Yong-Gui et 
al.,2009)。通常、GDP 結合型の EF-Gは、domain IVが 30Sサブユニットと相互作用を
解消する立体構造をとっており、結合が不安定化することで、EF-Gはリボソームから解
離する。しかし、フシジン酸が結合することでリボソームからの解離に必要な domain IV
の構造変化が起きず、GTP加水分解後もリボソームと EF-Gの結合が安定化されるため、
リボソームからの解離が阻害されると考えられる。 
 
一方、ソルダリンは真菌の eEF2に特異的に阻害効果を持つ抗生物質であり(Justice et al., 
1998)、フシジン酸同様に eEF2のリボソームからの解離を阻害することが分かってい
る。図 13bで示した通り、ソルダリンの結合部位は domain III、IVと Vからなるポケッ
ト領域であり、domain IIIの構造変化に伴う domain IVの構造変化を阻害することで、
eEF2のリボソームからの解離を阻害していると示唆されている(Spahn et al., 2004)。 
このように、EF-Gおよび eEF2のリボソームからの解離には domain IIIおよび domain 
IVの構造変化が重要であることが示唆される。 
 
本研究による解析では、Stm1と eEF2のリボソームへの結合量には相関性があることが
示唆された。これにより、リボソームへの結合能に重要な Stm1のコア領域が eEF2のリ
ボソーム上での固定化にも重要であることが示された。 
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リボソーム上の Stm1の構造と既知の eEF2の構造を重ね合わせたモデル構造が示されて
いる(Andreas et al., 2013)（図 13a）。このモデル構造から、リボソームの Aサイト付近
の Stm1のコア領域と eEF2の domain IV（図 13b）が非常に近接した位置にあることが
示されている。このような背景から、Stm1は eEF2のドメイン IVと直接相互作用するこ
とで、eEF2を GTP結合型に保ち、eEF2のリボソームからの解離を阻害しているのでは
ないかと考えられる。 
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4-1-2. Stm1による翻訳抑制機構 
 
本研究では、Stm1が poly(Phe)合成を抑制することが明らかとなった。しかし、Stm1が
poly(U)poly(Phe)合成において、翻訳伸長中のリボソームをターゲットとしてるかは明ら
かとなっていない。つまり Stm1がリボソームに結合可能なタイミングとして、翻訳伸長
複合体合成前（翻訳開始過程）、翻訳伸長複合体合成後（翻訳伸長初期段階）および翻訳

伸長中の三段階があると考えられる。 
先行研究において、結晶構造解析から Stm1のリボソーム結合部位は mRNAの結合領域
と部分的に重なるため、翻訳伸長反応中のリボソーム上では Stm1と mRNAと安定な共
存は難しいことが推測され、そのため Stm1は翻訳伸長反応には関与できないと予想され
ている(Andreas et al., 2013)。また本研究室において新しい実験系を導入して検証を行っ
た結果、Stm1は翻訳伸長中のリボソーム複合体に作用することはできず、マルチラウン
ド翻訳を抑制していることが示唆された（阿部ら未公表データ）（図 14）。 
これらを考慮すると、poly(U)poly(Phe)合成における Stm1の抑制効果も、翻訳伸長中の
リボソームではなく、次の翻訳反応を行う mRNA上へのリボソームサブユニット会合時
に競合的に Stm1が入り込むことで次のラウンドからの翻訳が阻害されたと推測できる。 
 
つまり、Stm1はリボソームが新たな mRNAをとらえ開始複合体を形成する過程でリボソ
ームに結合し、伸長サイクルの 1段階目（もしくはごく初期）で翻訳を抑制していると考
えられる。この仮説は、ePURE systemを用いた翻訳伸長複合体の解析において、Stm1
存在下において Stm1・mRNA・開始 tRNA・リボソームからなる複合体を優位に検出す
ることができなかったという知見からも支持される（当研究室長井ら未発表データ）（図

15）。もし Stm1が翻訳伸長中のリボソームをターゲットとするのであれば、上記した４
者複合体リボソームが形成されるはずである。 
また背景でも述べた通り、Stm1は Dhh1存在下において pat1Δ株の温度感受性を相補す
るマルチコピーサプレッサーとして分離されており、Dhh1の機能を促進する因子である
と示唆されている(Vidya et al., 2009)。そして、Pat1および Dhh1はデキャッピングを促
進し、48S開始複合体の合成や、翻訳開始抑制に関与する因子である(Coller et al., 
2005)。このような先行研究からも、Stm1が翻訳開始過程に関与していることが示唆され
る。 
 
現在のところ、Stm1による eEF2の安定化によって翻訳抑制がひきおこされるとは考え
ておらず、Stm1によって何らかのメカニズムによって翻訳停止がひきおこされた結果、
eEF2結合 80Sリボソームが蓄積すると考えている。 
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最近、飢餓状態などのストレス条件下では mRNAが結合していない空のリボソーム上に
eEF2が結合した状態で蓄積することがヒト細胞において観察されている(Botao et al., 
2016)。Stm1も栄養飢餓時などのストレス条件下で、eEF2が結合した状態でリボソーム
を蓄積させているのではないかと考えられる。 
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4-1-3. Stm1と eEF3による翻訳伸長制御 
 
先行研究により Stm1と eEF3の発現レベルに相関性があることが示唆されているが、機
能的な相関性は明らかになっていない(Van Dyke et al., 2009)。 
このため、本研究において Stm1と eEF3の機能的な関係を調べるために、Stm1および
eEF3存在下での poly(U)poly(Phe)合成を行った。その結果、過剰量の eEF3を反応系に
加えることによって Stm1による翻訳抑制効果が解消されることが示唆された（図 16）。 
 
4-1-2で議論したように、これまでのところ Stm1が翻訳伸長の抑制に関与するか証拠は
得られておらず、むしろ、Stm1が翻訳伸長中のリボソーム複合体には結合できないとい
う知見を得ている（阿部ら未公表データ）（図 14）。一方で、single-round 
translocation assayの結果は、予め Stm1 が結合したリボソームにも mRNAが結合する
ことができ、翻訳伸長反応が少なくとも１サイクル進むことを示唆していた（図 7）。生
体における翻訳中のリボソーム上では、様々な因子やイベントの競合がおきており、特定

の条件下では、Stm1 が結合したリボソームが mRNAと結合し、更には翻訳を進める可
能性も排除できないと考えている。 
 
eEF3は、60Sサブユニットのリボソーマルタンパク質 L1の構造変化を引き起こし Eサ
イト tRNAの解離を促進することで、円滑な伸長反応に関与する因子であると考えられて
いる。従って、Stm１による poly(Phe)合成の抑制を eEF3が解消するという実験結果（図
16）は、eEF3の供給により、Stm1の翻訳抑制効果が結果的に打ち消されてたのではな
いかと考えられる。 
 
Stm1が結合したリボソームは、eEF3の存在下でのみ翻訳伸長を進めることができるとい
うモデルを考えている。このモデルと一致して、Stm1が結合したリボソームに eEF3を
添加しても Stm1はリボソーム解離しない（データ示さず）。 
4-1-2で考察したように、Stm1は eEF2の安定化とは関わりなく翻訳を阻害すると考えて
いる。Stm1と E-site因子（E-site デアシル tRNAや eIF5A）が共精製されてきた 80S
リボソームの結晶構造が報告されているのは興味深い（E-tRNA/Stm1/80Sや
eIF5A/Stm1/80S）(Anger et al., 2013; Melnikov et al., 2016)。Stm1は E-site因子を固
定化して翻訳伸長を阻害し、これを eEF3が解消するというモデルが考えられる。 
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4-1-4. Stm1の C末領域の役割 
 
本研究より、Stm1の 144アミノ酸以降を欠失させた C末領域欠失変異体は、リボソーム
結合能および poly(Phe)合成抑制効果に影響しないことが明らかとなった。また、この領
域を含む Stm1の C末領域は、リボソームとの複合体構造では、リボソームの外部表面領
域に位置することが示されている(Ben-Shem et al., 2011)。 
一方で、先行研究において Stm1の組み換え変異体である Stm1Δ240-244変異体を酵母
抽出液を用いた in vitro翻訳系に加えた場合、翻訳抑制効果の減少や、dhh1Δ株の成長障
害の抑制、pat1Δの温度感受性の相補機能の欠損などが生じることが報告されている
(Balagopal et al., 2011)。これらのことより、Stm1の C末領域の役割として、Pat1や
Dhh1との相互作用が関与している可能性が考えられる。 
Pop2はデアデニレース複合体である Ccr4-Pop2-Not複合体の構成員である。Pop2は、先
行研究において mRNAの 3’UTRで Ccr-Not複合体および Dhh1、Dcp1をリクルートす
る因子であることが示唆されている(Goldstrohm et al., 2006)（図 17）。さらに、Dhh1
は Pat1と共に decapping enzyme（Dcp1/2）をリクルートしデキャッピングを促進する
因子である。したがって、Stm1は Pop2のような機能を持ち、Ccr-Not複合体と相互作用
する因子ではないかと考えている。さらに、デアデニレースのリクルートに伴い、デキャ

ッピング酵素もリクルートされる可能性も考えられる。 
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5. 今後の展望 
 
以下に、Stm1の生理的役割を理解するため取り組んだ解析結果についてまとめた。今
後、再現性を確認しながら検証を進めたい。 
 

5-1. Stm1の生理的役割の解明 

 
諸言で述べた通り、Stm1欠損株ではラパマイシ感受性を示すことから、栄養飢餓状態に
おける翻訳の制御に関与することが示唆されている。 
また、栄養飢餓状態でのリボファジーに必須である脱ユビキチン化酵素複合体の Ubp3-
Bre5の欠損株においても同様に、ラパマイシン感受性を示すことが明らかになっている
(Kraft et al., 2008)。これは、栄養飢餓状態におけるリボファジーが正常に働かずに生育
阻害を引き起こしたためであると考えられる。これにより、リボファジーの誘導が栄養飢

餓状態での細胞の維持に非常に重要な機構であることが示唆されている。 
先行研究において、Stm1を大量発現させた場合に、Stm1がモノユビキチン化修飾を受け
ることが報告されている(Van Dyke et al., 2009)。モノユビキチン化された Stm1（Ub-
Stm1）の役割については明らかになっていないが、液胞のプロテアーゼ欠損株でのみ Ub-
Stm1が検出されることから、Ub-Stm1は液胞内で速やかに分解されると考えられる。 
またモノユビキチン化修飾自体の役割についてもよく理解されていないが、エンドサイト

ーシス経路を介したリソソームへのタンパク輸送と分解に必要である例が報告されている

(十島二郎ら(2010) 生化学みにれびゅー)。 
このような背景から、栄養飢餓状態において、80Sリボソーム上でモノユビキチン化修飾
を受けた Stm1がリボファジーを促進するのではないかと考えた。Stm1欠損株ではリボ
ファジー不全となったために、ラパマイシン感受性を示したのではないかと推測される。 
 
 
5-1-1. リボファジーにおける Stm1の役割についての解析 
 
まず Stm1のリボファジーへの関与を確かめるために、WT株および Stm1欠損株でのリ
ボファジーの検出を行った。 
リボファジーを検出するために、40Sサブユニットの S20タンパク（Rps20）に GFPを
タグ付けした（Rps20-GFP）。Rps20-GFPはリボソームに取り込まれるため、通常の栄
養状態では Rps20-GFPを含む 80Sリボソームは細胞質中に存在する。しかし、飢餓状態
に 15～20時間程度さらされると、リボファジーが誘導され、リボソームは液胞へと運ば
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れた後にプロテアーゼによる分解を受ける。しかし、Rps20から切り出された GFPは液
胞内の蛋白質分解酵素に耐性を示すため安定的に液胞へ蓄積する(Kraft et al., 2008)。そ
のため、Rps20-GFPと切り出された GFPの量比によってリボファジーの進行を評価でき
る。通常の栄養状態から、飢餓状態に移行した後に経時的に回収した細胞の全抽出液を、

GFP抗体を用いたWestern blottingを用いて解析した。 
WT株では飢餓状態に移行して 10時間後から、切り出された GFPを確認することができ
た。飢餓状態で 24時間培養した時の Rps20-GFPに対する切り出された GFP量を 1 
arbitary unit（a.u.）とし、各時間での切り出された GFPの割合をプロットした。Stm1
欠損株においても同様に、切り出された GFPの割合を算出した。その結果、WT株と比
べて Stm1欠損株においては、リボファジーが抑制されていることが示唆された。さらに
Stm1欠損株にWTの Stm1が発現するプラスミド（+Stm1p）を形質転換させた株では、
WTと同等のリボファジーが検出された。これにより、Stm1欠損株に Stm1を相補させ
た株ではリボファジーが回復することが示唆された。さらに、Stm1変異体解析によりリ
ボソーム結合能を失っていることが確認された N末欠失体（Stm1Δ66）が発現するプラ
スミドを、Stm1 Δ株に形質転換した株でのリボファジーの検出を行った。その結果、リボ

ファジーの回復は見られなかった。これらの結果から、Stm1が栄養飢餓状態におけるリ
ボファジーに関与することが示唆された。 
 
 
5-1-2. Stm1のユビキチン化の役割についての解析 
 
次に、Stm1のユビキチン化修飾のリボファジーへの影響を調べた。 
酵母の内在性タンパク質では、ユビキチン化サイトの網羅的な解析が行われている(Lea et 
al., 2012)。この先行研究により同定された Stm1の主要な 2ヵ所のユビキチン化サイト
を、アルギニン置換した変異体（K170-171R, K184R）を作成した。このユビキチン化サ
イトを欠損させた Stm1 変異体が発現するプラスミド（+Ub Δ Stm1）を Stm1欠損株に
形質転換し、リボファジーの検出を行った。その結果、Ub Δ Stm1存在下でもWTと同等
のリボファジーが検出された。この結果から、Stm1の主要なユビキチン化サイトを失っ
た変異体においてもリボファジーが誘導されることが示唆された。 
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5-1-3. リボファジーにおける Stm1の役割についての考察 
 
上記の Rps20-GFPを用いたリボファジーアッセイから、Stm1欠損株では栄養飢餓条件
化でのリボファジーの抑制が示唆された。さらに、Stm1欠損株に野生型の Stm1が発現
するプラスミドを相補させた場合、リボファジーの回復が示唆された。また、リボソーム

に結合できない Stm1変異体（Δ66）損在下では、リボファジーの回復は見られなかっ
た。 
これにより、生体内の役割として Stm1はリボファジーに関与することが示唆された。 
 
また今回、ユビキチン化された Stm1がリボファジーを誘導する可能性についても検討し
たが、ユビキチン化サイトを欠失させた変異体（UbΔStm1）もリボファジーを誘導する結
果が得られた。一般的にユビキチン化反応は特異性が低く、主要な修飾部位を欠失させる

と他の箇所がユビキチン化を受ける例が知られている。リボファジーにおける Stm1のユ
ビキチン修飾の役割については更なる解析が必要である。 
 
これまで、リボソーマルサブユニットの 60Sと 40Sはそれぞれ別の経路によってリボファ
ジーのターゲットになることが示唆されており、80Sリボファジーの存在は明らかにされ
ていない。さらに、60Sリボファジーを同定した先行研究では、栄養飢餓感受性株からス
クリーニングを行いリボファジー不全となる株の同定を行っている。Stm1はこのスクリ
ーニングで同定されていないことからも、60Sリボファジーとは独立した経路でリボソー
ムの液胞での分解に関与していると示唆される。 
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6. 総括 
	
 

本研究では、酵母における翻訳伸長制御機構の理解を目指し、non-canonicalな翻訳伸長
制御因子と示唆されていた Stm1の機能解析をおこなった。 
 
in vitro翻訳系を用いた解析により、Stm1は翻訳抑制能を示し、その翻訳抑制効果は
eEF3によって解消されることを明らかにした。Stm1が翻訳伸長過程を阻害している証拠
は得られなかった。 
 
Stm1がコア領域（aa 47-107）を介して、フシジン酸様のメカニズムで eEF2をリボソー
ム上に安定化することを発見した。すなわち、Stm1は eEF2の GTP加水分解や Pi-
release自体を阻害することはできないが、eEF2の Pi-releaseに伴う構造変化を阻害し、
リボソームからの解離を抑制することで eEF2をリボソーム上に安定化させることが示唆
された。Stm1による eEF2の安定化はストレス条件におけるリボソームの貯蔵の状態を
反映していると推察された。 
 
今後は、Stm１による翻訳抑制の分子機構、リボファジーや Ribosome-bound quality 
control（RQC）における Stm1の生理的役割、などが研究課題である。 
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